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1. INTRODUZIONE 
1.1 L’enzima 
L’aldoso reduttasi (AKR1B1, EC 1.1.1.21) è un enzima citosolico monomerico, ubiquitario, facente parte della 
famiglia delle aldo-keto reduttasi; è formato da un’unica catena polipeptidica di 316 residui amminoacidici ed ha 
un peso molecolare di 36 KDa [1]. Ha una struttura definita “barile α/β ”, con otto foglietti β paralleli connessi da 
altrettanti segmenti ad α-elica, con un foglietto β al N-terminale e un’estensione al C-terminale [1]. Il sito attivo è 
situato in una tasca larga e profonda di forma ellittica al C-terminale del barile α/β ed è capace di legare come 
substrati sia aldeidi idrofobiche che aldosi idrofilici. Il sito che lega il cofattore NADPH, definito il “Safety Belt” è 
formato da un loop tra il settimo foglietto β e la rispettiva α-elica, proiettato verso il core dell’enzima [2] [1]. Il 
meccanismo di catalisi è di tipo sequenziale ordinato [1].  
 
1.2 Il ruolo fisiologico dell’aldoso reduttasi. 
L’aldoso reduttasi svolge una funzione di catalisi riducente nei confronti di molti substrati aldeidici. Di 
particolare interesse è il ruolo svolto dall’enzima nel primo passaggio della via dei polioli, dove è responsabile 
della riduzione, in presenza di NADPH come cofattore, del D-glucosio in D-sorbitolo. Quest’ultimo viene poi 
trasformato in D-fruttosio dalla sorbitolo deidrogenasi in presenza di NAD+ come cofattore. In condizioni 
fisiologiche il flusso di glucosio nella via dei polioli è molto modesto (circa il 3%) rispetto a quello della più 
comune via glicolitica ma diventa significativo in condizioni di iperglicemia quando i livelli di glucosio sono tali 
da saturare l’esochinasi e fino al 30% di questo zucchero può entrare nella via dei polioli [3].  
Numerosi studi presenti in letteratura hanno approfondito il ruolo svolto dall’enzima nell’insorgenza delle 
complicazioni secondarie legate al diabete, quali neuropatia, retinopatia, cataratta e nefropatia. Tali condizioni 
sono dovute principalmente al forte aumento della concentrazione citosolica di sorbitolo e di fruttosio in 
condizioni di iperglicemia [4]. Una volta che il sorbitolo è penetrato nella cellula attraverso la membrana 
citoplasmatica, quest’ultima diventa impermeabile al sorbitolo stesso, permettendo il suo accumulo nel citosol,  
cui consegue stress osmotico, sbilanciamento ionico, insolubilizzazione delle proteine e opacizzazione della lente 
dell’occhio con insorgenza di cataratta diabetica [4]. Inoltre, il sorbitolo induce un aumento del rapporto 
NADH/NAD+ con conseguente blocco della via glicolitica allo step dei triosi fosfati [5]. L’aumento della 
concentrazione di fruttosio invece può indurre la glicosilazione non enzimatica di proteine e lipidi, con 
conseguente formazione di biomolecole (AGEs e ALEs) non riconosciute dalla cellula stessa e quindi responsabili 
dell’insorgenza di una risposta infiammatoria [5]. 
Vari ricercatori hanno cominciato quindi a individuare e sintetizzare degli inibitori diretti contro l’enzima al fine 
di diminuire i livelli di sorbitolo e di fruttosio nella cellula. Gli studi di Kinoshita hanno dimostrato che 
l’inibizione dell’aldoso reduttasi in vitro preveniva la genesi della cataratta diabetica nei ratti e, più 
generalmente, preveniva o cancellava il danno indotto da iperglicemia in molti modelli di diabete [4, 3].  
 
In questi ultimi anni sono stati approfonditi gli studi relativi al coinvolgimento dell’enzima in pathway diversi da 
quello dei polioli, in particolare sulla sua azione detossificante nei confronti delle aldeidi idrofobiche generate in 
presenza di danno ossidativo. In condizioni fisiologiche, sussiste un bilanciamento fra la generazione delle specie 
reattive dell’ossigeno (ROS) e la loro detossificazione. In presenza di stress ossidativo questo bilanciamento può 
venir meno: i vari agenti ossidanti, quali le alte concentrazioni di glucosio, i GF, TNF-α, citochine e LPS, si legano 
ai rispettivi recettori di membrana, inducendo una trasduzione del segnale, basata principalmente sull’azione 
delle NADPH ossidasi, che genera le ROS. Queste specie provocano perossidazione lipidica, ossia l’ossidazione 
radicalica degli acidi grassi polinsaturi di membrana ω-3 e ω-6, con la formazione di aldeidi a catena lunga 
biologicamente attive (LDAs), come il 4-idrossi-2,3-nonenale (HNE) [3]. L’HNE è un agente diffusibile, presente 
fisiologicamente nel citosol in quantità molto modesta (0,2-0,8 μM), il quale può regolare l’espressione di molti 
geni, la proliferazione e la differenziazione in varie linee cellulari [3, 6]. In particolare, l’HNE svolge un ruolo pro-
apoptotico in diversi tipi cellulari con due principali meccanismi. Il primo prevede l’induzione della traslocazione 
della proteina Daxx dal nucleo al citoplasma, permettendo la sua interazione con un dominio citoplasmatico del 
death receptor Fas (CD95), il quale, in presenza del FasL, dimerizza ed interagisce con le proteine associale al Fas 
(FADD). Queste inducono la formazione del complesso di segnale di morte indotta (DISC) che sequestra e attiva 
la procaspasi 8, la quale a sua volta attiva le caspasi effettrici dell’apoptosi [6].  Il secondo meccanismo prevede 
l’induzione, la fosforilazione e la traslocazione della proteina p53, espressa in presenza di danno al DNA, in 
condizioni di ipossia e di stress ossidativo e responsabile dell’induzione di geni pro-apoptotici quali p21, Bax, 
JNK e CASP3 [6].  
È ormai noto come l’aldoso reduttasi presenti una buona affinità nei confronti dell’HNE (valori di Km 
paragonabili a quelli relativi al substrato d’elezione per l’enzima, ovvero la gliceraldeide), il quale viene ridotto 
nell’alcol corrispondente 1,4-diidrossinonene (DHN), un composto molto meno efficace rispetto all’HNE 
nell’indurre i meccanismi pro-apoptotici descritti in precedenza. L’aldoso reduttasi AKR1B1 svolge quindi anche 
un’azione di contrasto nell’insorgenza di fenomeni citotossici all’interno di vari distretti cellulari. 
L’HNE in eccesso inoltre tende a reagire con il glutatione (GS), formando l’addotto GS-HNE. Questo viene ridotto 
dall’aldoso reduttasi nel corrispettivo addotto ridotto glutationil-1,4-diidrossinonene (GS-DHN), il quale induce 
una cascata trasduzionale dei fattori NF-κB e AP-1 che provocano la trascrizione di geni codificanti per citochine, 
chemochine, fattore di crescita INOS e Cox-2, responsabili dell’insorgenza della maggior parte delle patologie 
infiammatorie legate al diabete [3].  
 
1.3 Gli inibitori dell’enzima 
Numerosi gruppi di ricerca lavorano da anni sull’identificazione di molecole, sia di origine sintetica che naturale, 
capaci di inibire l’enzima AKR1B1, denominate ARI (Aldose Reductase Inhibitors). In particolare, sulla base delle 
informazioni riguardanti la particolare conformazione del sito attivo dell’enzima, sono state sintetizzate nuove 
molecole aventi strutture differenti (ma tutti capaci di interagire con l’enzima, andando a inibire efficacemente la 
sua capacità catalitica). 
Gli ARI di origine sintetica finora individuati sono accomunati dalla presenza di uno o più gruppi aromatici e 
dalla presenza o di un gruppo immidico ciclico, chiamati Spirodantoine, come Epalrestat, Sorbinil e Fidarestat, o 
di un gruppo contenente acido acetico, come Tolrestat, Ponalrestat, Zopalrestat [5]. Altri tipi di ARI individuati 
sono i flavonoidi, sia sintetici che naturali, che hanno caratteristiche di inibitori e di antiossidanti, di cui è stata 
riconosciuta l’azione preventiva nella formazione della cataratta diabetica indotta da HNE [3]. Esempi sono la 
Quercetina e i suoi derivati sintetici. 
Escludendo l’Epalrestat, approvato e commercializzato in Giappone per il trattamento della neuropatia diabetica, 
nessuno degli inibitori sintetici ha superato i Trial Clinici previsti per la loro introduzione sul mercato a causa 
dell’insorgenza di importanti effetti collaterali [3].  
La ricerca di inibitori di origine naturale ha ottenuto gradualmente l’interesse dei ricercatori una volta scoperto 
come i flavonoidi siano efficaci inibitori dell’aldoso reduttasi. I flavonoidi, polifenoli metaboliti secondari delle 
piante, costituiscono una classe di molecole particolarmente interessanti dal punto di vista farmaceutico poiché 
presentano un’ampia varietà di attività biologiche. Tra i loro molteplici effetti benefici si annoverano proprietà 
antivirali, antinfiammatorie, antitumorali e antiossidanti. 
L’individuazione di una molecola di origine naturale inibitrice dell’enzima, soprattutto se estratta da una fonte 
vegetale edibile, assume un’importanza significativa nell’ottica di utilizzare tale molecola in ambito terapeutico. 
Individuare degli inibitori negli alimenti potrebbe limitare l’impiego massiccio di farmaci per contrastare le 
complicanze del diabete e non vi sarebbe la necessità di superare tutti i Trial Clinici previsti per un inibitore di 
sintesi. 
Il gruppo di Ricerca dell’Unità di Biochimica del Dipartimento di Biologia dove ho svolto questo lavoro di tesi ha 
recentemente proposto [7] un nuovo approccio per il controllo dell’aldoso reduttasi attraverso la ricerca di 
un’inibizione di tipo differenziale (Aldose Reductase Differential Inhbitors, ARDI), indirizzata a bloccare l’azione 
dell’enzima quando il substrato è il glucosio senza alterarla (oppure alterarla in maniera ridotta) in presenza 
delle aldeidi citotossiche come l’HNE. 
 In questo modo è possibile modulare l’azione fisiologica di questo enzima, esaltando il suo ruolo difensivo nei 
confronti dello stress ossidativo ed allo stesso tempo annichilendo l’insorgenza delle complicanze diabetiche.  
 
1.4 L-idoso come substrato alternativo al D-glucosio  
La D,L-gliceraldeide (GAL) è substrato d’elezione per l’enzima AKR1B1 (Km di circa 40 µM per l’enzima nativo 
purificato dalla lente bovina) [7]. L’AKR1B1 è infatti capace di ridurre gli zuccheri solo quando presenti in forma 
aperta e la GAL risulta priva della forma emiacetalica chiusa. Tuttavia questo substrato non ha un particolare 
ruolo nella patogenesi associata all’azione dell’aldoso reduttasi. Per studiare l’efficacia di molecole di nuova 
sintesi o di origine naturale come possibili inibitori differenziali si utilizzano direttamente i substrati D-glucosio 
e HNE. Se l’attività registrata in presenza dell’eventuale inibitore con D-glucosio come substrato è minore di 
quella registrata con l’HNE come substrato, siamo in presenza di uno o più possibili inibitori differenziali [7]. 
Il D-glucosio però non è di gran lunga il substrato ideale per l’enzima: la Km è molto elevata (150-200mM 
nell’uomo) [3] se paragonata ad altri substrati fisiologici. Infatti, la forma emiacetalica del D-glucosio è molto 
stabile: questa molecola esiste in soluzione come aldeide libera in una concentrazione molto modesta (1,8-
3,8x10-3 % rispetto alla concentrazione totale della molecola). La bassa concentrazione della forma aperta del 
glucosio in soluzione pone problemi negli studi di cinetica perché implica lavorare con grandi quantità di enzima 
o di substrato e questo può risultare una limitazione metodologica quando vengono effettuati studi di inibizione 
su diversi substrati. 
È stato recentemente proposto l’utilizzo di un altro esoso, L-idoso, epimero del glucosio, il quale è presente in 
soluzione come aldeide libera circa 60-80 volte più del glucosio. Tale caratteristica rende quindi L-idoso una 
molecola particolarmente adatta per lo studio enzimologico in vitro della AKR1B1 [8]. 
 
2. SCOPO DELLA TESI 
Il lavoro qui presentato rientra in un vasto progetto di ricerca co-finanziato dalla Regione Toscana che si va ad 
inserire nel campo della Nutraceutica (IDARA, Inibitori Differenziali dell’Aldoso Reduttasi negli Alimenti). Tale 
progetto prevede di individuare possibili inibitori differenziali dell’AKR1B1 provenienti da estratti di origine 
vegetale mediante saggi enzimatici condotti per via spettrofotometrica. Lo studio ha uno scopo preliminare ed 
indicativo per un ulteriore approfondimento nel caso in cui nei saggi venga evidenziata la presenza di ARDI.  Per 
questa sperimentazione è stata utilizzata una particolare varietà di cavolo (Brassica oleracea) denominata 
Palmifolia (nome comune: Cavolo Nero) ed una particolare varietà di pomodoro (Solanum lycopersicum) 
denominata Costoluto Fiorentino, così chiamata anche come nome comune.  
 
3. MATERIALI E METODI 
 
3.1 Reagenti e strumentazione  
Materiali: Sodio fosfato bibasico, Solfato d'ammonio, Cloruro di sodio, Idrossido di sodio, Nitrato d'Argento, 
Acido citrico (J.T. Baker); Biorad protein assay solution, Acrilammide, N,N'-metilenbisacrilammide, TEMED, 
Ammonio persolfato, SDS, Standard proteici per SDS-page (BioRAD Laboratories); Glicerolo, Tris HCl (BDH); L-
idoso (Carbosynth); Ammoniaca, Formaldeide (Carlo Erba); Sephadex G-75 (GE Healthcare); Inibitori di proteasi 
(ICN); EDTA (Juoro); Matrex Orange A (Millipore Amicon); NADP+, NADPH, D,L-gliceraldeide, DTT, Metanolo, 
BSA (Sigma Aldrich); Dietilamminoetil cellulosa DE-52 (Whatman); Tutti i reagenti utilizzati sono di purezza 
analitica. Tutti i tamponi sono realizzati in acqua ultrapura (milliQ-grade). 
Strumentazione: Centrifuga (Beckman modello J2-21); Spettrofotometro (Biocrom modello Libra S32); 
Apparato elettroforetico (Biorad); pHmetro con elettrodo a vetro (Denver instrument company); Cellette da 
dialisi e membrane per ultrafiltrazione (Millipore Amicon); Sonicatore (Sonics & Materials Inc.). 
Analisi statistica: Il grado di significatività relativo al potere inibente del campione vegetale in presenza di L-
idoso rispetto al potere inibente in presenza di HNE è stata valutata con il test two-way ANOVA mediante il 
programma Graphpad 6.0. 
3.2 Purificazione dell’enzima AKR1B1 ricombinante umano 
Cellule di E. coli BL-21 sono state precedentemente rese competenti e trasformate con il plasmide di espressione 
pET30, contenente il gene codificante per l’enzima AKR1B1 a valle di un promotore inducibile in presenza di 
IPTG e il gene per la resistenza all’antibiotico Kanamicina. Le cellule vengono conservate a -80°C. 
Un’aliquota di cellule BL21 viene scongelata e le cellule vengono fatte crescere in terreno Luria Broth in presenza 
di Kanamicina overnight. Le cellule trasformate sono quindi selezionate per la resistenza all’antibiotico. Viene 
realizzata una curva di crescita a 600 nm e, quando l’assorbanza ha raggiunto il valore di 0,8, viene aggiunto 
l’IPTG per indurre l’espressione dell’enzima AKR1B1. Dopo crescita overnight, si centrifuga a 2.000 x g per 30 
minuti a 4°C. Viene eliminato il sovranatante e risospeso il pellet in tampone NaPi pH=7 in presenza di EDTA 0,1 
mM, DTT 2 mM e PIC 4 uL/mL. Si eseguono due passaggi di congelamento e scongelamento per facilitare la 
rottura delle cellule, a cui segue un ciclo di trattamento con ultrasuoni per 30”. Al termine del processo di 
sonicazione, il sovranatante viene separato dal pellet mediante centrifugazione a 6.000 x g per 30 minuti a 4°C. Si 
recupera il sovranatante che viene considerato l’estratto grezzo (EG).  
L’estratto grezzo viene caricato su una colonna (30x3.5 cm) contenente una resina a scambio anionico DEAE (DE 
52). Delle frazioni uscenti viene misurata l’assorbanza a 280 nm e quantificata l’eventuale attività enzimatica per 
via spettrofotometrica utilizzando GAL 4mM come substrato (vedi sezione 3.3 per i dettagli). Quando 
l’assorbanza si stabilizza al valore di 0,6, si procede con l’eluizione utilizzando un gradiente di NaCl 0-120 mM e 
si individua il primo pool contenente l’enzima di interesse (Pool DE 52). Il pool viene sottoposto a dialisi con una 
membrana da ultrafiltrazione in cellulosa YM10 con cutoff di 10 kDa e caricato sulla colonna cromatografica 
(23x3.5cm) per affinità utilizzando una resina denominata Matrex Orange A, contenente molecole analoghe al 
cofattore NADPH; sulle frazioni uscenti viene effettuata misura dell’assorbanza a 280 nm e valutata l’attività 
enzimatica. Dopo circa 24 ore si esegue l’eluizione con un tampone in presenza NADPH 0,1 mM. Si individua il 
secondo pool (Pool Matrex) che viene concentrato utilizzando una membrana da dialisi YM10.  
Il pool così concentrato viene caricato su una colonna (80x2,6cm) contenente una resina ad esclusione 
molecolare Sephadex G75. Anche stavolta vengono eseguiti sulle frazioni uscenti i saggi enzimatici per la 
determinazione dell’attività e misure dell’assorbanza a 280 nm; viene individuato l’ultimo pool (Pool G75) che 
viene sottoposto a dialisi. L’enzima viene conservato a -80°C, aliquotato in presenza di DTT 2mM e glicerolo al 
33%. 
Di ogni pool concentrato viene misurata la concentrazione proteica tramite metodo Bradford [9], costruendo una 
curva di taratura con BSA 0,1 mgr/mL iniziali.  
Viene eseguita un’elettroforesi su gel di agarosio al 12% per valutare il grado di purificazione dei campioni e 
soprattutto del Pool G75. Il gel viene colorato con una soluzione di nitrato d’argento (silver stain). 
 
3.3 Dosaggio attività enzimatica 
L’enzima purificato, prima del suo utilizzo, deve essere sottoposto a dialisi in modo da rimuovere il DTT ed il 
glicerolo che sono stati aggiunti per la sua conservazione. La dialisi viene effettuata utilizzando una membrana 
YM10. Attraverso tre successivi passaggi di concentrazione e diluizione, si ottiene una significativa riduzione 
della concentrazione di DTT e glicerolo rispettivamente a 0.53 µM e 0.017 %. Il tampone utilizzato per la dialisi è 
identico a quello usato per la purificazione dell’enzima.  
La titolazione dell’enzima dializzato viene misurata per via spettrofotometrica alla temperatura di 37°C ed alla 
lunghezza d’onda di 340 nm in modo da quantificare il decremento di assorbanza nel tempo relativo all’ 
ossidazione del NADPH per una durata totale del saggio di 5 minuti. La miscela di saggio comprende: tampone 
sodio fosfato 0,25 M pH 6,8; EDTA 0.47 mM; solfato d’ammonio 0.38 M; NADPH 0,18 mM; una opportuna 
quantità di AKR1B1; D, L-gliceraldeide 4 mM. Il volume totale in cuvetta è 700 μL.  
La concentrazione del NADPH viene determinata per via spettrofotometrica. Il coefficiente di estinzione molare 
del NADPH a 340 nm è ε = 6,22 mM-1cm-1.  
La miscela di reazione ad esclusione del substrato viene incubata per 5 minuti registrandone il decremento in 
assorbanza al minuto (A/min), al fine di valutare l’ossidazione spontanea del NADPH. Tale valore verrà 
successivamente sottratto alla misura di A/min misurata in seguito all’aggiunta del substrato.  
Una Unità Enzimatica è definita come la quantità di enzima in grado di ossidare una µmol di substrato al minuto 
nelle condizioni di saggio sopra indicate.  
I saggi di inibizione vengono eseguiti utilizzando le stesse condizioni di saggio e le stesse quantità dei reagenti 
adoperate per effettuare la titolazione dell’enzima; i saggi di inibizione prevedono tuttavia l’utilizzo di 8 mU di 
enzima in presenza del substrato L-idoso 0,6 mM o HNE 0,04 mM. 
Il 4-idrossi-2,3-nonenale (HNE) è stato sintetizzato nel laboratorio del Professor Napolitano presso il 
Dipartimento di Chimica dell’Università di Pisa e viene conservato a -20°C in forma dimetil acetalica in esano 
puro alla concentrazione di 23,4 mM; prima del suo utilizzo, l’esano viene fatto evaporare in corrente d’azoto e le 
molecole di HNE vengono risospese in HCL 1 mM in modo da liberare il gruppo aldeidico. La concentrazione 
nominale dell’HNE viene valutata per via spettrofotometrica sfruttando la legge di Lambert-Beer sapendo che il 
Δε a 224 nm è 13.74 mM-1cm-1. 
 
3.4 Preparazione dei campioni di Cavolo Nero 
5 gr di foglie di Cavolo Nero sono omogenati meccanicamente e l’estrazione è stata eseguita aggiungendo 30 mL 
di metanolo 80% e acido acetico 0,6%; l’omogenato viene tenuto in agitazione per 6 ore a 4°C e successivamente 
centrifugato a 7000 x g per 30 minuti. Il sovranatante viene conservato a 4°C mentre il pellet viene sottoposto ad 
un secondo passaggio di estrazione lasciando la sospensione in agitazione a 4°C overnight con successiva 
centrifugazione. I due sovranatanti (estratti grezzi) sono raccolti in un volume complessivo di 50 mL, un’aliquota 
di 1 mL viene portata a secco mediante Rotavapor ed il sedimento viene risospeso in 0,5 mL di metanolo al 10% 
e acido acetico 0.6%. Aliquote del campione risospeso di circa 0,25 mL vengono quindi caricate su colonna HPLC 
a fase inversa (PHENOMENEX C18, 250 x 4.6 mm ID, particelle 5 µm, detector impostato a λ = 254 nm , flusso 2 
mL/min) e l’eluizione viene realizzata attraverso un gradiente di metanolo 10-100% (+ 0.6 % acido acetico) per 
un tempo complessivo di 44 minuti. Vengono eseguite diverse corse cromatografiche fino a caricare 1 gr di peso 
secco totale. Le frazioni di 2 mL raccolte ai diversi tempi nelle diverse corse cromatografiche vengono riunite, 
portate a secco mediante Speedvac, risospese ciascuna in 2 mL di acqua ed utilizzate per saggiare la loro capacità 
inibente con una quantità nel saggio pari a 0.72 mg di Cavolo Nero equivalente in peso secco. 
 
3.5 Preparazione dei campioni di pomodoro Costoluto Fiorentino 
La procedura di preparazione dei campioni di pomodoro è identica a quella eseguita per i campioni di cavolo 
nero. 2 gr di pomodoro Costoluto Fiorentino vengono omogenati, un quarto del volume di sovranatante ottenuto 
dalle due successive estrazioni viene seccato al Rotavapor ed il sedimento viene risospeso in 0,5 mL di metanolo 
al 10% e acido acetico 0.6% e caricato all’HPLC. Le frazioni raccolte vengono portate a secco e risospese in 0,25 
mL di acqua ed utilizzate per saggiare la loro capacità inibente mettendo nel saggio una quantità pari a 8.8 mg in 
peso secco. 
 
 
 
 
 
  
 
4.RISULTATI 
 
4.1 Purificazione dell’aldoso reduttasi ricombinante umana 
 
 
Fig. 1. Purificazione AKR1B1 ricombinante umana. Profili di eluizione relativi alla cromatografia DE52 (A), 
Matrex Orange A (B) e G75 (C). In funzione del numero della frazione vengono riportati i valori di assorbanza a 
280nm (blu) e i valori relativi al decremento di assorbanza nel tempo (rosso). 
  
Stadio Volume 
mL 
U/mL Proteine 
mg /mL 
Proteine 
mg tot 
Unità 
totali 
U/mg Fattore di 
Purificazione 
Resa 
% 
EG 21 6.54 10.28 216 138 0.64 1 100 
DE52 38 1.95 0.54 20.62 74 3.59 5.61 53.62 
Matrex 19 3.21 0.61 15 61 3.98 6.23 44.20 
G75 25 2.01 0.64 16 50 3.12 4.88 36.45 
 
Tab. 1. Tabella di purificazione di AKR1B1 ricombinante umana 
 
 
Fig. 2. SDS Page delle diverse tappe di purificazione: A: standard di pesi molecolari; B: estratto grezzo; C: pool 
DE52; D: pool matrex; E: pool G75. 
Una volta ottenuto l’estratto grezzo di cellule competenti BL21 esprimenti l’enzima, la purificazione dell’enzima 
AKR1B1 ricombinante umana prevede tre diversi passaggi cromatografici (Fig. 1). 
Il profilo di eluizione relativo alla cromatografia G75 mostra un picco simmetrico di assorbanza e di attività 
enzimatica, una prima indicazione del buon grado di purezza del preparato enzimatico.  
I dati di purificazione relativi ai singoli passaggi sono riportati in Tab. 1. 
Il grado di purezza del preparato enzimatico nei diversi passaggi di purificazione è stato verificato mediante 
elettroforesi in condizioni denaturanti (SDS-PAGE). Il gel elettroforetico (Fig. 2) mostra un buon grado 
omogeneità elettroforetica del preparato proteico già dopo il passaggio cromatografico per affinità (corsia D). 
 
 
4.2 Valutazione dell’effetto inibitorio degli estratti vegetali sull’aldoso reduttasi umana 
Sulla varietà di estratto grezzo di pomodoro e di cavolo ottenute come descritto in Materiali e Metodi (sez. 3.4 e 
3.5) sono stati eseguiti preliminari saggi di inibizione. Un’aliquota dell’estratto è stato portata a secco e risospesa 
in un determinato volume di acqua, al fine di avere una concentrazione di 1 gr di pomodoro e 0.05 gr di cavolo 
equivalenti per mL di soluzione. Diverse quantità degli estratti acquosi sono stati aggiunti alla miscela di saggio 
in presenza di L-idoso, in modo da valutare il potenziale inibitorio esercitato dagli estratti sull’enzima aldoso 
reduttasi (Fig. 3, pannello A e B). Identici saggi sono stati eseguiti utilizzando HNE come substrato in modo da 
valutare una possibile inibizione differenziale. 
Nelle prove di inibizione da noi condotte, sia l’estratto di pomodoro che di cavolo esercitano un effetto inibitorio 
sull’attività enzimatica dell’AKR1B1 ma questo effetto non assume carattere differenziale (Fig. 3). 
 
Fig.3. Valutazione della percentuale di attività residua dell’enzima AKR1B1 in presenza di differenti quantità 
(mg equivalenti) dell’estratto di Pomodoro Costoluto Fiorentino (A) e di Cavolo Nero (B) nella miscela di saggio. 
Triangolo bianco: L-idoso 0,6 mM. Cerchio nero: HNE 0,04 mM. Tutti i saggi di inibizione sono stati effettuati 
almeno in triplicato. 
4.3 Valutazione della capacità inibente degli estratti di cavolo dopo frazionamento all’HPLC  
Il frazionamento dell’estratto di cavolo nero viene compiuto utilizzando un cromatografia HPLC a fase inversa e 
le singole frazioni vengono analizzate per quantificare il loro potere inibente (Fig. 4).  
Il profilo di eluzione dell’estratto di cavolo nero rivela che le frazioni 7, 8 e 10 presentano i picchi di 
assorbimento più rilevanti; la valutazione del potenziale di inibizione indica che nelle frazioni 7 e 8 non si 
osserva la presenza di molecole inibenti, al contrario nella frazione 10 è presente il più alto potere inibente 
sull’attività dell’aldoso reduttasi AKR1B1, anche se questa inibizione non risulta differenziale. 
Andando a valutare l’inibizione differenziale ricavata confrontando per ciascuna frazione la % di inibizione 
misurata in presenza di L-idoso rispetto a quella misurata in presenza di HNE, si osserva che la frazione 9 mostra 
un differenziale significativo a favore del substrato HNE (effetto che si ritrova anche a livello della frazione 18, 
ma la differenza non è considerata significativa). La frazione 3, nonostante presenti un potenziale inibitorio che 
non va oltre il 20%, mostra un differenziale del 9% quando L-idoso è il substrato (tale differenza non è 
considerata comunque significativa).  
 
 
4.4 Valutazione della capacità inibente degli estratti di pomodoro dopo frazionamento all’HPLC  
Il profilo di eluzione dell’estratto di pomodoro Costoluto Fiorentino (Fig. 5) presenta in corrispondenza delle 
frazioni 2 e 3, due picchi aventi non solo il valore di assorbimento più alto ma anche la maggiore ampiezza; la 
valutazione del potenziale di inibizione di queste due frazioni nei confronti dell’AKR1B1 indica un dimezzamento 
dell’attività enzimatica per la frazione 2 sia in presenza di L-idoso che di HNE, mentre per quanto riguarda la 
frazione 3, pur essendoci un’inibizione meno efficace, si osserva un differenziale significativo del 22% a favore 
dell’HNE rispetto all’aldoso. Le frazioni 7-11, sono quelle che presentano nel loro insieme il maggior potere 
inibente (anche se non è presente un differenziale significativo ad eccezione della frazione 9).  
 
 
Fig.4. Valutazione del potenziale inibente (% inibizione) di un estratto di Cavolo Nero sull’attività dell’enzima 
AKR1B1 umano. Il riquadro superiore mostra il profilo di eluizione di un campione di estratto di Cavolo Nero 
caricato su HPLC come descritto in Materiali e metodi: sull’asse verticale primario sono riportate le milliunità di 
assorbanza (λ=254 nm), sull’asse verticale secondario è riportata la % relativa al gradiente di eluizione, sull’asse 
orizzontale è riportato il tempo (44 minuti totali, 2 minuti a frazione). Il riquadro inferiore mostra la % di 
inibizione dell’attività enzimatica in presenza di L-idoso 0.6 mM (istogramma in rosso) e di HNE 0,04 mM 
(istogramma in blu). Tutti i saggi di inibizione sono stati effettuati almeno in triplicato. Valori di P relativi alla 
significatività statistica: *<0.05. 
 
 
Fig.5. Valutazione del potenziale inibente di un estratto di pomodoro Costoluto Fiorentino sull’attività 
dell’enzima AKR1B1 umano. Il riquadro superiore mostra il profilo di eluizione di un campione di estratto di 
pomodoro caricato su HPLC come descritto in Materiali e metodi: sull’asse verticale primario sono riportate le 
milliunità di assorbanza (λ=254 nm), sull’asse verticale secondario è riportata la % relativa al gradiente di 
eluizione, sull’ asse orizzontale è riportato il tempo (34 minuti totali, 2 minuti a frazione). Il riquadro superiore 
mostra la % di inibizione dell’attività enzimatica in presenza di L-idoso 0.6 mM (istogramma in rosso) e di HNE 
0,04 mM (istogramma in blu). Tutti i saggi di inibizione sono stati effettuati almeno in triplicato. Valori di P 
relativi alla significatività statistica: ****<0.0001, *<0.05. 
  
 
 
5. CONCLUSIONI 
In questa tesi è stato valutato il potenziale inibitorio di una particolare varietà di pomodoro (Costoluto 
Fiorentino) e di cavolo (Cavolo Nero) sull’attività dell’enzima AKR1B1 ricombinante umano. L’obbiettivo è quello 
di individuare la presenza di uno o più inibitori differenziali dell’enzima (ARDI) in grado di agire con un certo 
grado di selettività andando a bloccare la riduzione degli aldosi senza alterare l’azione catalitica nei confronti 
delle molecole citotossiche derivanti dalla perossidazione lipidica. 
Sia il cavolo che il pomodoro sono ricchi di flavonoidi antiossidanti e sono ampiamente conosciuti per le loro 
proprietà mineralizzanti, digestive, preventive di alcuni tipi di tumori e antiradicaliche. Il pomodoro inoltre è 
ricco di acqua e povero di zuccheri ed è quindi indicato nell’alimentazione in caso di diabete; il cavolo è ricco di 
acidi grassi essenziali ω-3 e ω-6 con proprietà antiossidanti.  
In letteratura non ci sono dati relativi alla valutazione dell’attività inibitoria di un estratto di pomodoro 
sull’attività enzimatica dell’AKR1B1, mentre per il cavolo nero è stato quantificato il suo potenziale inibente 
sull’enzima parzialmente purificato dalla lente di ratto [10]. 
Come prima analisi, abbiamo valutato il potere inibente degli estratti grezzi di queste due varietà sull’enzima 
AKR1B1 ricombinante umano (Fig. 3). I risultati ottenuti indicano la presenza di uno o più inibitori in grado di 
ridurre l’attività catalitica dell’AKR1B1, tuttavia l’inibizione osservata non è risultata differenziale.  
La mancanza di ARDI negli estratti presi in esame non ci ha impedito di compiere ulteriori indagini sperimentali. 
Infatti, anche se un estratto grezzo nella sua totalità non mostra un effetto differenziale, non è escluso che il suo 
frazionamento porti alla luce delle molecole in grado di agire da ARDI. 
Il frazionamento dell’estratto di cavolo e pomodoro mediante HPLC a fase inversa (Fig. 4 e 5) ci ha permesso di 
individuare quali frazioni esprimessero potere inibente da quelle che non mostrano un effetto significativo 
sull’attività catalitica. Rappresentando un approccio preliminare al problema, la presente indagine si è dovuta 
limitare ad un frazionamento per gruppi di molecole. Ciò comporta che al momento non è ancora possibile 
associare le riscontrate differenze di capacità inibente dei diversi componenti a loro intrinseche proprietà o ad 
una loro particolare rappresentatività nei campioni saggiati. Questa separazione ci permette tuttavia di limitare 
la nostra ricerca soltanto a quelle frazioni che mostrano potere inibente. 
Le frazioni di interesse potranno così subire una separazione più accurata utilizzando eventualmente tecniche di 
indagine più specifiche in modo da ottenere preziose informazioni riguardanti l’identità delle molecole 
eventualmente presenti. 
Nelle frazioni che mostrano potenzialità inibente siamo andati a valutare la presenza di ARDI: alcune frazioni 
presenti in questi due estratti (frazione 9 per il cavolo nero, frazione 3 e 9 per il pomodoro) presentano una 
significativa differenza del potenziale inibente a favore dell’HNE rispetto al substrato L-idoso. Anche se la nostra 
ricerca è focalizzata sull’identificazione di molecole in grado di bloccare l’attività catalitica quando è presente 
l’aldoso come substrato, queste frazioni meritano comunque un’indagine più approfondita. Infatti la presenza di 
una o più molecole capaci, nel loro insieme, di agire come inibitori differenziali in grado di intervenire con più 
incidenza sulla riduzione dell’HNE rispetto a quella del substrato L-idoso conferma la suscettibilità dell’enzima 
ad una inibizione differenziale; una loro identificazione ci potrebbe offrire informazioni utili per individuare 
restrizioni steriche e di capacità interattiva che le molecole devono possedere per manifestare la loro azione 
come ARDIs. 
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